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摘要 — (9).6-L-3-J -5-A CBE CT BS ((S)-CHOHO. 是 他 汀 类 药物 合成 的 关键 手 性 中 间 
体 。 利 用 醇 脱 氮 酶 催化 6-30-3,5- — LX CLR GUT. Bi To AT X(S)-CHOH 是 很 有 潜力 的 制备 
KR, 目前 存在 的 主要 问题 是 醇 脱 氛 酶 催化 活性 较 低 。 首先 对 来 源 于 Lactobacillus kefir DSM 
20587 的 醇 脱 和 氮 酶 的 四 点 突变 体 LkTADH (A94T/F147L/A202L/L199H) 进行 回复 突变 ， 确 
定 了 关键 位 点 147 和 202 位 ， 并 获得 比 酶 活 提高 1 倍 的 突变 体 MFi47LAz0L。 对 这 两 个 位 点 
进行 饱和 突变 ， 获 得 比 酶 活 比 LkKTADH 提高 1.47 倍 的 突变 体 M F1471A202L。 其 比 酶 活 为 
10.17U/mg， 为 目前 文献 报道 最 高 水 平 。 通 过 动力 学 分 析 和 分 子 对 接 ， 分 析 了 突变 位 点 对 酶 
活 影响 的 机 理 ， 为 后 续 研 究 黄 定 了 良好 的 基础 。 
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Abstract: (S)-tert-butyl-6-chloro-5-hydroxyl-3-oxohexanoate ((S)-CHOH) is the key chiral 
intermediate of statins. Asymmetric reduction of fert-butyl-6-chloro-3,5- dioxohexanoate (CDOH) 
to ((S)-CHOH catalyzed by alcohol dehydrogenases is a promising method. Nevertheless, the main 
problems is the low catalytic activity towards CDOH. First an alcohol dehydrogenase LKTADH 
(A9AT/F147L/L199H/A202L) was further studied by reverse mutation and key sites (147,202) had 
been identified. MF147L-A202L Was obtained, which demonstrated 1-fold improvement in specific 
activity over LKTADH. After applying saturation mutagenesis at these two sites, MF1471-A202L Was 
obtained with 1.47-fold improvement in specific activity over LKTADH. The specific activity 
reached 10.17U/mg, which is the highest level as reported. Through dynamic analysis and 
molecular docking, the effect of mutation sites on enzyme activity was further analyzed. 
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他 汀 类 药物 是 近年 来 开发 最 为 成 功 的 降 血 脂 药 物 ， 在 2016 年 处 方药 销售 
前 十 名 排行 榜 中 占 了 24t. (S)-6-A-3-7k 2-5-74 CRA T ES C(S)-CHOHD) 是 
他 汀 类 药物 的 关键 手 性 砌 块 ， 可 用 于 合成 阿 托 伐 他 汀 钙 〈 立 普 妥 ) 和 瑞 舒 伐 他 
汀 钙 ( 可 定 ) 等 。 
目前 合成 (5$)-CHOH 的 方法 有 很 多 ， 其 中 握 酯 路 线 已 经 实现 了 工业 化 [12， 
而 利用 醇 脱 氨 酶 催化 6- 握 -3,5- 二 颜 基 己 酸 权 丁 酯 (CDOH ) 不 对 称 合成 (5)-CHOH 
是 很 有 潜力 的 制备 路 线 中 。 目 前 存在 的 主要 问题 是 醇 脱 毛 酶 催化 活性 较 低 ， 且 
仅 有 三 种 醇 脱 氢 酶 能 催化 这 一 反应 : 一 种 是 来 源 于 Lactobacillus brevis DSM 
20054 的 醇 脱 毛 酶 LbADHI45， 一 种 是 来 源 于 Lactobacillus kefir DSM 20587 的 
醇 脱 氧 酶 LkADHO ， 另 一 种 是 LkADH 的 四 点 突变 体 LKIADHGI 
CA94T/F147L/A202L/L199H), X? LkTADH 催化 活力 最 高 ， 如 能 进一步 提高 


LkTADH 的 酶 活 ， 则 将 更 具有 工业 化 应 用 前 景 。 
0 0 0 OH 0 0 
AAA —— ALIK 
CDOH (9-CHOH 


图 1 生物 不 对 称 合 成 (5)-CHOH 
反应 路 线 
Fig.1 The biosynthesis route of ($)-CHOH 


本 研究 从 LKTADH 出 发 ， 首 先 通过 对 其 进行 回复 突变 确定 关键 位 点 ， 接 着 
对 关键 位 点 进行 饱和 突变 ， 并 对 酶 活 提 高 的 位 点 进行 组 合 ， 获 得 酶 活 最 高 的 突 
变 体 Mruma, AE X 10.17U/mg, 是 LkKTADH(4.11U/mg) 的 2.47 倍 。 通 过 
动力 学 分 析 和 分子 对 接 进一步 探究 突变 位 点 对 酶 活 的 影响 。 
1 材料 与 方法 


1.1 工具 酶 和 生化 试剂 

PrimeSTAR& MAX DNA Polymerase 和 Dpn I IR A 4E qj I Eg A EX XE 
TaKaRa A E, MA DNA 小 量 制备 试剂 盒 ，DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 均 购 自 杭州 
Axygen Biotechnology 公司 。 卡 那 老 素 (kan) 和 蜡 两 基 硫 代 -B-D- 半 乳糖 苷 (IPTG ) 
购 自 北京 鼎 国 生物 技术 有 限 责 任 公司 。 CDOH 和 (S)-CHOH 由 本 实验 室 合成 (后 
CDOH 购 自 杭州 杨 德 医药 科技 有 限 公司 )。 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 ， 购 自 国 
药 集团 化 学 试剂 有 限 公司 。 
1.2 突变 体 的 构建 

设计 合 有 突变 氨基 酸 的 PCR 引物 ， 以 pET30-LKTADH 质粒 为 模板 进行 全 
质粒 PCR, PCR 产物 经 凝 胶 电 泳 分 析 后 用 Dpn I 酶 消化 质粒 模板 ， 消 化 产物 直 
接 转 化 E.coli BL21(DE3) 感 受 态 ， 涂 布 于 含有 卡 那 霉 素 的 抗 性 平板 上 ， 过 夜 培 
养 后 挑 取 单 菌落 进行 测序 。 


1.3 菌株 的 表达 和 纯化 

将 构建 好 的 突变 体 在 含有 kan 的 LB 固体 平板 上 划 出 单 菌落 , 挑 取 单 菌落 接 
种 于 装 有 5m 含有 50 n g/mL kan 的 LB 培养 基 中 ,37"C , 200r/min 培养 8 小时， 
以 2% (v/v) 的 接种 量 转 入 50m 含有 50 u g/mL kan 的 LB 培养 基 中 ，37C ， 
200r/min 培养 2-3 小 时 至 吸光 度 OD600 为 0.6-0.8, 加 入 IPTG( 终 浓度 为 0.5mM ) 
诱导 并 在 IS CARRIER 14 / RE. 4000rpm, 15min 收集 菌 体 沉 淀 ， 用 pH7.0 的 
磷酸 盐 裂 解 缓 冲 液 重 悬 细胞 ,超声 破碎 后 4C. 12000r/min 离心 10min， 取 上 清 
用 Ni-NTA 重力 柱 进 行 纯化 。 
1.4 酶 活 测定 

产物 (S)-CHOH 的 浓度 检测 采用 HPLC 方法 。4000r/min 下 离心 15min， 收 
获 菌 体 ， 全 细胞 进行 反应 ， 反 应 体系 为 Iml pH 为 5.5 的 柠 样 酸 -磷酸 氢 二 钢 
-NaOH 缓冲 液 ，10mM 的 CDOH (MA T 50%v 异 丙 醇 )， 终 浓度 为 ImM 的 
NADPH， 加 入 适量 的 细胞 悬浮 液 后 于 金属 浴 中 30C, 600rpm 振荡 反应 20min, 
反应 液 离 心 (8000rmin、5min)， 收 集 上 清 过 滤 后 待 HPLC 检测 (每 个 反应 做 3 
个 重复 )。( 控 制 转 化 率 在 10% 以 内 ) 

酶 活 单位 (UO 定义 为 : 在 所 述 条 件 下 ， 每 分 钟 产 生 1 umol (S)-CHOH 所 
需 的 酶 量 。 酶 活 计算 公式 如 下 : 


人 


3 
酶 活 (U/mL) = 29*10. 


reaction X 4 

式 中 ，Xs) 表 示 产 物 浓度 (JM)，treaction 表示 反应 时 间 (min)， A 表示 所 加 的 
酶 量 (uL). 
1.5 突变 酶 的 动力 学 参数 测定 

反应 体系 为 Im, 在 pH5.5 柠檬 酸 -NazHPO4-NaOH 缓冲 液 中 加 入 不 同 浓度 
的 CDOH (1~10mM)， 固 定 NADPH 的 浓度 为 1.0mM， 加 入 等 量 酶 在 30C 下 
反应 ,分 别 测定 不 同 底 物 浓度 下 的 反应 初速 度 。 因 过 程 中 发 现 底 物 CDOH 对 酶 
有 抑制 作用 ， 数 据 拟 合 采用 Licata 等 1 提出 的 底 物 抑 制 存 在 下 的 动力 学 模型 : 

Vmax + Vi([S I T ) 
1+ (KS /[S]) + (ST /Ki^) 

采用 origin 软件 进行 数据 的 曲线 拟 合计 算出 相应 的 动力 学 参数 。 
1.6， 同 源 建 模 和 分 子 对 接 

搜索 和 蛋白 质 PDB 数据库， 获得 醇 脱 毛 酶 LkADHEI 的 和 蛋白 唱 体 结构 ， 此 疆 
构 与 LkTADH 只 有 四 个 氨基 酸 差异 ， 并 通过 在 线 服务 器 PROCHECK 和 
ERRAT2 模块 (http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/) 对 模型 进行 评估 。 利 用 
Discovery Studio 4.0 的 LibDock 将 处 理 过 的 底 物 小 分 子 与 蛋白 模型 进行 对 接 ， 
UAE E Ser? fu Tyr^9 7E gx, AEDI 5 ji X 7^ AE BJ poses HH R ATEH pose 
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根据 LibDock 打分 排序 ， 选 取 分 数 最 高 者 做 后 续 优化 。 
2. 结果 讨论 

2. 1 回复 突变 确定 关键 位 点 

2.1.1 突变 体 的 构建 和 表达 


为 深入 探究 LkKTADH 四 个 突变 位 点 对 酶 活 的 影响 ， 以 pET30-LKTADH 为 
模板 进行 回复 突变 ， 构 建 一 系列 回复 突变 体 ( 表 1)。 突 变 体 全 质粒 PCR 
产物 经 琼脂 糖 核 酸 电泳 分 析 结 果 如 图 2 所 示 , 得 到 约 6200bp 的 目的 条 带 ， 大 小 
与 理论 值 相符 ， 同 时 序列 测定 结果 也 正确 。 


bp M 123456789 10 


7000 
4000 
2000 


500 
250 


图 2 回复 突变 体 的 基因 电泳 图 
Fig.2 Gene electrophoretogram of genomic DNA from mutants 


Lane M: DNA marker, Lane 1-10: mutants genome from Table. 

将 构建 好 的 突变 体 进行 表达 ， 突 变 酶 的 表达 情况 基本 一 致 ， 如 图 3 Ca) 所 

示 ， 典 型 突变 体 LkTADH、 Mrunr, Max, Mrr- 表达 情况 均 良 好 ， 所 
表达 的 重组 蛋白 大 小 一 致 ， 均 在 33kDa 左右 。 


kDa M 1 2 3 d 5 6 7 8 


72 


(a) (b) 
图 3 重组 蛋白 诱导 表达 (a) 及 纯化 (b) 电泳 图 
Fig.3 SDS-PAGE analysis of mutants overpressed in the recombinant E.coli (a) and purified forms(b) 
(a):Lane M: Protein marker, Lane 1. 3. 5. 7:Supernatant extract of LKTADH, Mriazt:« Maoo and Mriazt.Azo2L,Lane 2. 4. 6, 8:Sediment 
extract of LKTADH., Mri» Maoox. and MriazL-A202L. 


(b):Lane M: Protein marker, Lane 1-5: purified LKTADH., Mri» Maoor ~ Mriazt Ao and MriazLA202L. 


2.1.2 关键 位 点 的 确定 


如 表 


+ F147L AMRA, RÀ 


行 数据 )。 表 明 L199H 和 A94T 突变 会 引起 酶 活 的 降低 。 
基于 上 述 分 析 比 较 ， 选 取 突 变 体 LkTADH,. Mru 、 


进行 蛋白 纯化 测定 比 酶 活 。 从 图 3 b) 


2 所 示 , 两 点 突变 体 MF147L-A202L 酶 活 最 高 ,， 较 LkADH 提高 118 f£, X 
点 突变 就 使 酶 活 提高 了 90 倍 。A202L à 
仅 能 提高 3 倍 酶 活 ， 但 和 F147L RARMAN, AE Mru 酶 活 进 一 步 提高 
30% (5,7,8 行 数据 )。L199H 突变 虽然 会 使 Maz02L 的 酶 活 有 些许 的 提高 ， 但 在 
Meri47L-A202L 和 Mri 的 基础 上 县 加 L199H 突变 酶 活 均 有 很 大 程度 的 下 降 ， 尤 其 
突变 体 MF147L-A202LL199H 酶 活 相 较 于 MFl47LAzoL 下 降 了 5/ 
在 Mri 和 MeFi47L.A202L 的 基础 上 引入 A94T 突变 酶 活 也 呈现 下 降 趋 势 (7-9，11 


PF 点 突变 虽然 


IT 


6 (4-8, 10 行 数 据 )。 


、 MF147L-A202L 


+ 可 以 看 出 ， 纯 酶 的 电泳 结果 显示 为 单 


一 条 带 ， 分 子 量 约 为 33kDa。 经 测定 Mri47L 的 比 活 为 原始 酶 LkADH 的 69 倍 ， 
出 发 酶 LkKTADH 的 1.51 $, Mraz 的 比 活 为 LkKTADH 的 2.06 倍 。 由 此 进 
一 步 说 明 突变 点 F147L 和 A202L 在 提高 LkADH 的 催化 活性 上 具有 促进 作用 ， 
确定 147 和 202 位 点 为 后 续 的 突变 热点 。 


表 1 LkTADH 回复 突变 体 对 CDOH 的 活力 比较 
Table1 Enzyme activities of back mutants of LKTADH towards CDOH 


Enzyme Relative activity Specific 
ADHs 
Activity(U/L) (96) activity(U/mg) 
1 LkADH T 100 0.09 
2 LkTADH 203 2900 4.11 
3 MAaz02L-L199H-A94T 70 1000 
4 MA202L-L199H 35 500 
5 MA202L 28 400 0.75 
6 MF147L-A202L-L199H 140 2000 
7 Mria7L-A202L 832 11900 8.47 
8 MEFI47L 636 9100 6.21 
9 MF147L-A94T 490 7000 
10 MF147L-L199H 126 1800 
11 MF147L-A202L-A94T 271 4000 


2.2 关键 位 点 的 饱和 突变 


为 进一步 提高 酶 活 
变 。 由 图 4 可 
MFI47LA2o 的 酶 活 均 上 

(1248U/mL)， 比 MF147L-A202L 提高 50%。 突 变 后 的 氨基 酸 均 为 巩 水 ， 
基 酸 ， 推 测 两 个 位 点 玲 水 性 强 弱 对 酶 活 有 很 大 影响 。 经 蛋白 纯化 ( 


ET 
E Mruma Ej, 其 


MeF1471-A202L 比 酶 活 为 10.17U/mg, Æ LkKTADH 的 2.47 倍 。 


的 突变 点 进行 组 合 ， 希 望 能 进一步 提高 酶 活 ， 可 民 


， 以 MF147L-A202L 为 对 象 ， 对 147, 202 位 点 进行 饱和 突 
知 ， 突 变 体 MFl47MA202L、MEFl47c-Az02L、MEF147LA202L、 和 MF147L-A202V、 
" Mei471-A202L 的 全 细胞 酶 活 最 高 


EXE OE 


图 3-b) 测 定 


随后 尝试 对 酶 活 提高 


E s Y 
的 是 经 测定 ，ML1471L2021、 
ur 
Mri7c420212,. ML147M-L2021、 M1147L1202V、 Mi147M-L202V 和 Mri47c-L202V 的 酶 活 均 低 于 


MIL147LA202L。 


图 4L147 和 L202 位 点 不 同 突变 体 对 CDOH 的 活力 比较 


E 47 
E 202 


0.04 
WTRQDTMACSG 


NPYVHKWEIF 


Mutants 


Fig.4 Enzyme activities of saturation mutants of LKTADH(L147 and L202) towards CDOH 


2.3 突变 体 动力 学 分 析 


为 深入 研究 突变 点 的 作用 机 制 ， 


M ri47L-A202L-A94T-L199H 


全 得 酶 的 底 物 特 异 4 


度 下 的 Keat (1) 也 提高 了 


以 CDOH 为 底 物 分 别 测定 了 
. MF147L-A202L 和 Mrina 的 反应 动力 学 常数 〈 表 2)。 和 和 
四 点 突变 体 MF147L-A202L-A94TLi99H 相 比 ， 不 引入 突变 点 A94T 和 L199H 时 主要 提 
高 了 酶 对 底 物 的 亲和力 (Kn 值 变 为 原来 的 60%), Ka KHA TE, RARA 
常数 《Kca/Km) 从 11.27mM/Ss 提高 到 15.36mM/s。 
MF147L-A202L 的 底 物 抑制 情况 也 有 所 缓解 ,不 仅 抑制 常数 Kis 提 高 了 近 一 倍 ,， mU 
近 一 倍 。 而 当 MF147L-A202L RE X Mrana 时 ， 催 化 效 


比 外 
a , 


率 和 抑制 常数 仅 有 少量 提高 。 
表 2 突变 酶 动力 学 参数 比较 
Table2 The kinetics paramaters of mutants 
ADHs Ks (mM) Ka) Ka/K;(mM/s) Ki(mM) Ka) (87) 
MEFI47L-A202L-A94T-LI99H 09? 4.18 47.10 11.27 1.87 1.05 
MEF147L-A202L098 2.61 40.11 15.36 3.22 1.88 
Mria7trA2021,94 2.63 45.52 17:23 3.65 1.89 
上 标 为 拟 合 曲线 的 R? 


2. 4 关于 突变 位 点 的 作用 机 理解 析 


利用 Discovery Studio 以 底 物 CDOH 为 


受 体 进行 分 子 对 接 ， 对 接 结果 如 
1 C5 A 


物 CDOH 
前 期 发 表 的 论文 


BAHD, 


氧 形成 氢 键 。 关 于 下 


底 物 口袋 的 巩 水 性 。 


出 94、199 位 点 处 于 底 物 
构 更 大 的 和 氨基酸， 使 得 LkTADH 


故 主 


口袋 入 


图 5, 在 酶 的 活性 


F147L € 
探讨 94 和 199 位 的 影 
口袋 上 方 ，A94T 和 L199H Z4 gi 


吧 体 ， 


` S 
dp 


147L 和 A202L 突变 


提高 酶 


AI 


啊 。 从 


图 (6-a，6-b) 
\ 的 氨基 酸 突变 为 结 
口 处 空间 比 Mruma 小 ， 底 物 


以 LkKTADH 和 MeF1471A202L 为 
? A? Ser143 和 Tyr156 均 与 底 
影响 在 本 实验 室 
的 稳定 性 ， 而 A202L 则 提高 


?可 以 看 


口袋 的 
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拥堵 会 造成 底 物 进入 口袋 困难 。 从 图 7-a 和 7-b 中 发 现 突变 前 后 94 位 的 Ala 与 
156 位 Tyr 之 间 的 氢 键 键 长 没有 太 大 变化 ,但 催化 三 联 体 143S-156Y-160K 中 的 
156 位 的 Tyr 与 CDOH 叔 丁 基 末 端的 COD AX T EE. GG ES EIL 
体 ， 提 高 了 酶 与 底 物 的 亲和力 。 从 图 中 也 可 以 看 出 突变 前 后 CDOH 5 f Em 
基 与 催化 三 联 体 143S 和 156Y 的 羟基 之 间 形 成 的 氢 键 键 长 分 别 由 3.03A 、2.98A 
变 为 2.73A 和 2.41A， 酶 与 底 物 的 亲和力 增强 。 同 时 A94T 和 L199H 43 gi ik 
氨基 酸 突 变 为 亲 水 性 的 氨基 酸 使 得 底 物 入 口 处 足 水 性 减弱 ， 不 利于 酯 类 底 物 
CDOH 进入 活性 中 心 。 且 199 位 和 94 位 位 于 特殊 的 结合 loop 区 上 ， 两 者 之 间 
范 德 华 力 的 大 小 对 loop 区 打开 -关闭 状态 起 操纵 作用 ， 当 作用 力 较 大 不 易 形 成 
打开 状态 时 因为 底 物 难 于 进入 产物 不 易 释 放 酶 活 就 会 降低 9。 


图 5 醇 脱 氢 酶 LkTADH 的 催化 活性 中 心 与 底 物 的 作用 
Fig.5 Representation of the interactions between CDOH and LkTADH by molecular docking. 
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(b) 
图 6 94 和 199 位 点 在 蛋白 结构 LKTADH(ayfI MrizrAzoL(b) 中 的 位 置 
Fig. 6 Locations of mutation sites of LkTADH (a) and Mri471-A202L (b) 


(b) 
图 7 94 位 在 蛋白 结构 LKTADH(a) 和 MrurAzot (b). 中 的 位 置 及 相互 作用 情况 
Fig.7 Locations of mutation sites 94 of LKTADH (a) and MF1471-A202L (b) and interactions between 


enzymes and substrate CDOH 


3 结论 

本 研究 从 实验 室 菌株 LkKTADH (MF147LA202L-A94TL199H) 出 发 ， 通 过 回复 突变 
确定 关键 位 点 147 和 202 并 进行 饱和 突变 。 得 到 突变 体 MF1471A202L， 比 酶 活 为 
10.17U/mg, 较 LkTADH 提高 了 1.47 倍 。 通 过 动力 学 分 析 和 分 子 对 接 发 现 ,A94T 
和 L199H 突变 会 造成 底 物 通道 拥堵 的 情况 ,阻碍 底 物 进入 活性 口袋 ,改造 前 后 
底 物 和 酶 的 亲和力 得 到 提高 。 由 于 缺乏 有 效 的 高 通 量 方法 ， 导 致 得 选 范围 较 
筛选 效率 较 低 , 后 续 研 究 可 尝试 建立 一 种 有 效 的 高 通 量 筛选 方法 扩大 筛选 范围 ， 
以 得 到 酶 活 更 高 的 菌株 。 


小 ， 


E 
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